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UJI AKTIVITAS EKSTRAK DAN FRAKSINASI DAUN BRUCEA
JAVANICA (Merril) SECARA INVITRO
glucosidase method, anti-oxidant test method "DPPH
free radical scavenger" and BSLT toxicity test method
(Brine Shrimp Lethality Test) of ethanol extract
B.javanica. In the ethanol extract of leaves of the
partition B.javanica performed using hexane, ethyl
acetate and butanol. Then test each fraction in vitro
activity. Test results showed that activity of ethyl
acetate is active as an anti-oxidant with ICso value of
89,75 ppm and 7,52 ppm ic; toxic values while
antidiabetic did not have activites.
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INTISARI
Buah makasar ( Brucea javanica (Merril))
adalah tumbuhan tropis yang banyak tumbuh di
Indonesia, Brucea javanica mempunyai rasa pahii
berkhasiat untuk menurunkan panas dan
menghilangkan racun, mematikan parasit, anti disentri
dan anti malaria. Senyawa kimia yang terkandung
didalamnya banyak yang memiliki bioaktivitas. Telah
dilakukan uji antidiabetes dengan metoda a-
glukosidase, uji anti oksidan dengan metoda "DPPH
free radical scavenger" dan uji toksisitas dengan metode
BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) dari ekstrak etanol
B.javanica. Pada ekstrak etanol dari daun B.javanica
dilakukan partisi menggunakan heksan, etil asetat dan
butanol. Kemudian masing masingfraksi dilakukan uji
aktivitas secara invitro. Hasil uji aktivitas didapatkan
bahwa etil asetat aktif sebagai anti oksidan dengan nilai
ic; 89,75 ppm dan nilai toksiknya ic; 7,52 ppm
sedangkan uji antidiabetes tidak menunjukkan
aktifitas ..
Kata Kunci : Antidiabetes, Antioksidan, toksisitas, a-
glukosidase , DPPH, Brine Shrimp Lethality
Test, Brucea Javanica(Merril)
ABSTRACT
Brucea javanica (Merril) is a tropical plant
widely grown in Indonesia, Brucea javanica has a bitter
taste efficacious to reduce the heat and remove toxins,
lethal parasites, anti-anti-dysentery and malaria.
Chemical compounds contained in many of which have
bioactivity. Antidiabetic test has been performed with a-
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PENDAHULUAN
Brucea Javanica (Merril) merupakan
tumbuhan yang hidup secara liar dihutan, dan
kadang-kadang ditanam sebagai tanaman
pagar. Bjavanica (Merril) berasal dari Ethopia,
srilanka sampai ke Indonesia. Tumbuhan
yang memiliki nama daerah buah makasar ini
dapat tumbuh pada iklim kering maupun
basah'". Tanaman buah makasar ini telah
banyak diteliti, terutama bijinya yang
mengandung zat aktif anti antibabesial, anti-
HIV, antimalarial, antitubercular, antitumor,
kanker chemopreventive, seperti bruceine A,
B, C, D, E, F, G, H, dan brusatol. Pada
penelitian terdahulu sudah ditemukan
beberapa senyawa seperti berikut'",
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Gambar 1. Struktur Bruceine A dan Struktur Bruceine C
B.javanica mengandung alkaloid, glikosida
serta phenol'". B javanica (Merril) banyak
digunakan untuk obat anti kanker, karena rasanya
yang pahit sehingga buah makasar banyak
digunakan sebagai obat kanker. Daun dari B
javanica (Merril) ini berbentuk majemuk menyirip
ganjil, anak daun 5-13 yang letaknya berhadapan,
bertangkai bentuk lanset memanjang. Ujung
meruncing, pangkal berbentuk baji, pinggir
bergerigi kasar, permukaan atas berwarna hijau,
permukaan bawah berwarna hijau mud a, panjang
5-10 em, lebar 2-4 em. Bunga berumah dua keluar
dari ketiak daun dalam rangkaian berupa malai
padat. buahnya bulat telur berwarna hitam bila
masak. Khasiat B.javanica sudah banyak
dibuktikan oleh penggunanya antara lain sebagai
obat anti kanker rahim, anti radang, penghilang
rasa nyeri, penghilang bengkak, obat keputihan,
antitoksik(3).Bagian Bjavanica (Merril) yang sudah
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banyak diteliti adalah buahnya. Maka pada
penelitian ini, kami ingin mempelajari tentang
daun dari Bjavanica (Merril).
Antioksidan adalah senyawa yang dapat
menghambat laju oksidasi atau menetralisir
radikal bebas. Zat anti oksidan adalah substansi
yang dapat menetralisir atau menghaneurkan
radikal bebas. Radikal bebas merupakan jenis
oksigen yang memiliki tingkat reaktif yang tinggi
dan seeara alami ada didalam tubuh sebagai hasil
dari reaksi biokimia di dalam tubuh. Radikal
bebas juga terdapat di lingkungan sekitar kita
yang berasal dari polusi udara, asap tembakau,
penguapan alkohol yang berlebihan, bahan
pengawet dan pupuk, sinar Ultra Violet, X-rays,
dan ozon. Radikal bebas dapat merusak sel tubuh
apabila tubuh kekurangan zat anti oksidan atau
saat tubuh kelebihan radikal bebas. Hal ini dapat
menyebabkan berkembangnya sel kanker,
penyakit hati, arthritis, katarak, dan penyakit
degeneratif lainnya, bahkan juga mempereepat
proses penuaan'".
Radikal bebas dapat merusak membran sel
serta merusak dan merubah DNA. Merubah zat
kimia dalam tubuh dapat meningkatkan resiko
terkena kanker serta merusak dan menonaktifkan
protein. Dengan adanya obat anti kanker yang
bersifat antioksidan dengan metoda DPPH
membuat radikal bebas yang ada di tubuh bisa di
minimalisir dengan traksi sebagai berikut'".
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Gambar 2. Reaksi Pelepasan Radikal Bebas dengan
Metoda DPPH
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Untuk uji antidiabet secara invitro kita
menggunakan enzim a-glukosidase. Enzim a-
glukosidase adalah suatu enzim kunci yang
mempunyai peran penting pada proses
metabolisme karbohidrat, terletak pada
bagian tepian permukaan sel usus. Enzim a-
glukosidase juga mempunyai peran pada
proses pembentukan glycoprotein dan
glycolipid. Fungsi enzim a-glukosidase
adalah memecah karbohidrat menjadi
glukosa pada usus halus manusia (6).
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Bahan kimia yang digunakan metanol, etanol etil
asetat, n-heksan, n-butanol, DPPH ( l,l-Difenil-2-
pikrihidrazil), enzim a-glukosidase, buffer phospat,
PNP (p-nitro phenyl ),DMSO (Dimetil sulfoksida ),
nojirimicin( standar untuk antidiabetes), Na2C03,
quarcetin (standar untuk antioksidan), telur A.
salina, air laut.
Peralatan
Peralatan yang digunakan dalam
penelitian ini yaitu alat gelas, alat maserasi dan
Rotavapor (BuchiR214-Switzerland), mikro pipet
(Socorex,Swiss), Oven listrik, kotak penetasan
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Gambar 3. Reaksi Pemecahan Karbohidrat dengan Metoda a-Glukosidase
Uj i toksisitas dilakukan dengan
menggunakan metode "Brine Shrimp Lethality
Test" (BSLT). Kebanyakan bahan aktif dari
tumbuhan adalah bersifat toksik, sehingga
pengujian toksisitas pada suatu system zoologis
dapat merupakan salah satu cara untuk
melakukan salah satu cara untuk melakukan
skreeening toksisitas ekstrak dari tumbuhan.
Penggunaan Artemisia salina leach ( brine shrimp
larva udang ) adalah merupakan metode
pengujian toksisitas yang dapat dipercaya, tidak
mahal danrelativemudah dilakukan(8).
BAHAN DAN METODA
Bahan
Daun Brucea javanica (Merril) diperoleh
dari Balitbang Bogor pada bulan Maret 2009.
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udang, lampu 18 watt peralatan evaporator,
lampu penerangan, Spektrometer VV-Vis (
Hitachi U-2000,No seri 0372-026).
Metoda
Ekstraksi dan Fraksinasi. Daun Bjavanica
(Merril) (2.5 kg) dikeringkan dan di maserasi
dengan etanol 70%. Ekstrak etanol yang telah
dikeringkan dengan evaporator (657g),kemudian
dipartisi dengan menggunakan n-heksan dan air
dengan perbandingan 1:1, ekstrak air dipartisi
dengan etil asetat perbandingan 1:1, ekstrak air
dipartisi lagi dengan butanol perbandingan 1:1.
Masing masing fraksi dievaporasi didapatkan
hasil fraksi n-heksan (23,70g), fraksi etil asetat
(8.88g) dan fraksi butanol (33.43g) fraksi air
(37.85g).
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Simplisis daun buah
Maserasi etanol
diambil untuk maserasi
lEks EtOH (100 gram) I Vii aktivitas
l Fraksinasi H : Aquadest 1:1
1
Eks H (23.6972 gram)
Vii aktivitas
1
I
Eks H (8.8224 gram)
Vii aktivitas
1
IEks Air ( 37.8494 gram) I lEks BuOH ( 33.4333 gram) I
Vii aktivitas Vii aktivitas
Gambar 4. Skema Kerja Fraksinasi B.javanica
Uji aktivitas
Uji anti oksidan dengan metoda DPPH
Uji antioksidan dilakukan dengan
menggunakan metode "DPPH free scavenging
activity,,(5) yang dimodifikasi'", Sampel dilarutkan
dalam metanol (konsentrasi 10-100 ppm),
direaksikan dengan 0,2 mM DPPH, diinkubasi
selama 30 menit pada suhu ruang, kemudian
diukur absorbansinya pada panjang gelombang
515 nm. Aktivitas antioksidan dihitung sebagai
persentase inhibisi terhadap DPPH (persentase
"scavenging effect"), yaitu : % inhibisi = [1-
(absorban sampeljabsorban blanko)] x 100%.
Nilai IC50 adalah konsentrasi sampel yang
diperlukan untuk memberikan % inhibisi sebesar
50%.
Uji Aktivitas Inhibisi a-glucosidase [9]
Sebanyak 0,25mg -glukosidase dilarutkan
dalam 10 m1 buffer fosfat (pH 7,0) yang
mengandung 20 mg bovine serum albumin.
Larutan enzim diencerkan 10 kali sebelum
digunakan. Sistem reaksi enzim terdiri atas
campuran 250 III 20mM p-nitro phenyl- a -D-
glukopiranoside, 495 1l1100mMbuffer fosfat (pH
7,0) dan 5 ul larutan sampel dalam DMSO (kadar
1%,0,5% dan 0,25%). Campuran reaksi diinkubasi
pada 37'C selama 5 menit, selanjutnya pada
campuran ditambahkan 250 ul larutan enzim dn
inkubasi selama 15 menit. Reaksi enzim
dihentikan dengan penambahan 1 ml 200mM
Na2C03• Senyawa p-nitrophenol sebagai hasil
reaksi diukur dengan membaca absorbansi
campuran reaksi pada 400 nm. Sebagai kontrol
positif, digunakanlarutan 1%quercetin.
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Perseninhibisi dihitungmenurut rumussbb.:
[(C-S) / C] x100
S = absorbansi sampel; C = absorbansi blanko
(DMSO)
Aktivitas hambatan dinyatakan oleh ICso(ppm);
yaitu kadar ekstrak yang menghambat aktivitas
enzim sebesar 50%
Uji toksiksisitas dengan metoda Brine
Shrimp Lethality Test (BSLT)[8]
Telur A. salina diinkubasi dalam air laut
selama 48 jam dan menetas menjadi larva udang.
Sebanyak 10 larva dimasukkan ke dalam
microplate kemudian ditambahkan ekstrak yang
dilarutkan dalam air laut dengan konsentrasi 10,
100 dan 1000 ppm, diinkubasi 24 jam. Toksisitas
diukur berdasarkan jumlah larva A. salina yang
mati setelah inkubasi. LCsoadalah konsentrasi
sampel yang diperlukan untuk menyebabkan 50%
kematian larva.
HASIL DAN PEMBAHASAN
Setelah dilakukan partisi dari ekstrak
etanol dari daun B.javanica(MerrilJ, maka
didapatkan empat fraksi dari ekstrak etanol yaitu
fraksi heksana, fraksi etil asetat, fraksi butanol dan
fraksi air dan masing-masing dikeringkan serta
dilakukan uji antidiabet, antioksidan dan uji
toksisitas dari daun B.javanica(MerriIJ.
Pad a Tabel I, dapat dilihat hasil dari uji
aktivitas antidiabet dari ekstrak dan fraksi-fraksi
B.javanica (MerrilJ,semua fraksi tidak
menunjukkan adanya aktivitas dalam
menginhibisi enzim a-glukosidase karena nilai
ICsolebih besar dari 25 ppm, berdasarkan hasil
terse but menunjukkan bahwa B.javanica (Merril)
tidak berfungsi untuk antidiabet ICsosangat besar.
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Tabell. Hasil Uji Aktivitas Antidiabetes B.javanica
(MerrH)
No. Sampel ICso(ppm) Keterangan
1 nojirimicin 4,98 Sangat aktif
2 Ekstrak Etanol 81,78 Tidak aktif
3 Fraksi Heksana 44,84 Tidakaktif
4 Fraksi Etil asetat 66,06 Tidakaktif
5 Fraksi Butanol l,33E-15 Tidakaktif
6 Fraksi Air 126,21 Tidak aktif
Keterangan : Ekstrak dinyatakan Aktifjika Ie" < 25 ppm
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Gambar 5. Hasil Uji Aktivitas Antidiabetes B.javanica
(Merril)
Pada Gambar 5, dapat dilihat, bahwa semua
fraksi pad a B.javanica (MerrilJ tidak menunjukkan
aktivitasnya dimana semakin besar konsentrasi,
tidak semakin besar % inhibisi yang didapatkan.
Pada Tabel 2, merupakan hasil dari uji
antioksidan, bahwa fraksi etil asetat aktif terhadap
antioksidan dengan nilai ICso 89,75 ppm, dan
standar antioksidan yaitu quarcetin yang sangat
aktif terhadap antioksidan mempunyai nilai 19,33
ppm. Sedangkan ekstrak etanol, fraksi heksan,
fraksi butanol dan fraksi air mempunyai nilai >100
ppm. Ini disebabkan pada fraksi etil asetat
terdapat senyawa-senyawa aktif yang mampu
menghambat radikal bebas, sedangkan pada
fraksi-fraksi yang lain tidak ada aktivitas dalam
menghambat radikal bebas.
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Tabel 2. Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Brucea
[avanica (Merril)
No. Sampel IC5o(ppm) Keterangan
1 Quarcetin 19,33 Sangataktif
2 Ekstrak Etanol 1389,91 Tidak aktif
3 Fraksi Heksana 4273,25 Tidak aktif
4 Fraksi Etil asetat 89,75 Aktif
5 Fraksi Butanol 191,95 Kurang Aktif
6 Fraksi Air 1167,86 Tidak aktif
Keterangan: Ekstrak dinyatakan Aktif jika IC" <100 ppm
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Gambar 6. Hasil Uji Aktivitas Antioksidan B.javanica
(Merril)
Pada Gambar 6, dapat dilihat grafik fraksi
etil asetat semakin besar konsentrasinya, semakin
kecil hambatan nya, jadi dengan banyaknya
ekstrak yang ada dalam suatu sampel
menyebabkan % inhibisi semakin keeil, ini juga
hampir sama dengan standar dari anti
oksidannya.
Pada Tabe13. dapat dilihat hasil uji BSLT.
Fraksi etil asetat mempunyai hasil yang sangat
toksik dibandingkan dengan fraksi lainnya. lni
mungkin disebabkan karena banyaknya sampel
yang aktif dapat larutpada fraksinasi dengan
menggunakan etil asetat. Pada ekstrak etanol,
fraksi heksan, fraksi butanol dan fraksi air masih
bisa dikatakan toksik karena nilai LCso dibawah
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1000 Ilg/mL, walaupun tidak setoksik fraksi etil
asetat.
Tabe13. Hasil Uji Aktivitas BSLT Brucea Iavanica
(Merril)
No. Sampel IC5o(ppm) Keterangan
1 Ekstrak Etanol 442,59 Toksik
2 Fraksi Heksana 288,40 Toksik
3 Fraksi Etil asetat 7,52 Sangat Toksik
4 Fraksi Butanol 157,32 Toksik
5 Fraksi Air 907,82 Toksik
Keterangan: Ekstrak dinyatakan toksik jika LC", < 1000 ppm
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Gambar 7. Hasil Uji Aktivitas BSLTB.javanica (Merril)
KESIMPULAN
Berdasarkan hasil uji aktivitas antioksidan
dan BSLT, fraksi etil asetat mempunyai hasil yang
lebih baik dibandingkan fraksi yang lain dengan
nilai rc, 89,75 ppm dan i.c, 7,52 ppm sedangkan
untuk antidiabetes nilai yang paling kecil terdapat
pada fraksi Heksan dengan ICso 44,39 ppm,
sehingga untuk penelitian lebih lanjut dapat
dilakukan penearian senyawa murni dari fraksi-
fraksi yang aktif.
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